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論文内容要旨
目的
 分離した膵ランゲルハンス氏島(以下ラ氏島と略す)の移植により糖尿病を治療する試みは,
 小動物では成功しているが,大動物,臨床例では満足すべき結果は得られていない。その主な原
 因の1つは,従来用いられてきたラ氏島分離方法は外分泌組織の発達した大動物やヒト膵には効
 果的でないためであり,単数のdonerより単数のrecipient耐糖能を正常化できる十分量のラ氏
 島を採取することは困難であった。著者らはイヌを用いて新しいラ氏島細胞分離方法を開発し,
 膵全摘後の自家移植の効果を検討した。
 方・法
 体重12～25kgの雑種成犬を用い,次に述べるラ氏島細胞分離方法にてラ氏島細胞を採取し,各
 実験を行なった。
 ラ氏島細胞分離方法:膵全摘後,摘出膵を灌流装置に連結し,主膵管よりHanks液で10分間
 逆行性に灌流後,0.2%co11agenase(200U/mg,TypeI,SigmaChemicals,St.Louis)
 溶液で30～45分間灌流した。灌流液は膵管末梢分枝の小裂隙より被膜外へ漏出するが,灌流の早
 さは10～20ml/分で灌流液の温度を37℃に保った。collagenase溶液の灌流により膵組織が消化
 し,膵の形が崩壊し始めた時,その灌流を停止した。次に膵組織を灌流装置より取り出し,細切
 後,waterbath(37℃)で10～20分間振動を加え,steelmesh(400μmporesize)でろ
 過した後,冷却したHanks液で3回遠心洗浄し細胞浮遊液とした(以上,方法1)。方法1と同
 様に行った後,さらに2%牛胎児血清を含む0.1%tlypsin(1:250,Gibco)溶液で20分間
 処理した後,遠心洗浄し細胞浮遊液とした(以上,方法2)。
 実験1(n=5):対照として膵全摘術のみ施行した。
 実験2(n=8):膵全摘後,方法1を用いて細胞浮遊液を作製し,門脈内(n=5),又は
 脾内(n-3)に自家移植した。また,方法1でラ氏島細胞を分離する際,分離前後の組織イン
 スリン及びアミラーゼ含量を測定し,ラ氏島細胞回収率及びpurityを求めた。細胞インスリン
 含量(1)はβ細胞容量に,組織アミラーゼ含量(A)は外分泌細胞容量に比例し,またその比
 1/Aはう氏島細胞のpurityを表わす。
 実験3(n=5):膵全摘後,方法2を用いて細胞浮遊液を作製し,脾内に目家移植した。移
 植2週間後,再開腹(門脈血及び末梢血インスリン値と電磁流量計により門脈血流量を測定し,
 糖負荷(0.5gDextrosei.v./kg体重)後,脾臓より門脈へ分泌される総インスリン量を
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 求めた。
士
日
系
果
 実験1:5頭全頭,術後常に高血糖を維持し,術後3～10日で死亡した。
 実験2:collagenase溶液による膵管内灌流中の膵組織を光学的微鏡で観察すると,collage-
 naseにより膵外分泌組織がよく破壊されており,ラ氏島細胞はほぼ正常に保たれていた。また,
 膵管内灌流によりう氏島と腺房細胞との間に間隙が生じ,ラ氏島が腺房細胞より分離しやすい状
 態を呈していた。分離後,ラ氏島細胞は細胞浮遊液の10～20勉を占め,viabilityは90%以上で
 あった。膵組織総インスリン含量は,分離前53,8U,分離後30.5Uでラ氏島細胞回収率は約57
 鰯であった。また,1/Aratioは分離前68,分離後392でラ氏島細胞のpurityは分離後,約6
 倍に上昇した。門脈内移植した5頭のうち3頭と,脾内移植した3頭全頭で術後,血糖が正常化
 し,1ケ月以上持続した。
 実験3:方法2で得た細胞は単細胞ないし小細胞塊で,その20～30彫をラ氏島細胞が占めてお
 り,viabilityは90彩以上であった。脾内自家移植した5頭のうち4頭で血糖が正常化した。移
 植2週間後,糖負荷後90分間に門脈内に分泌される総インスリン量は370mUで,正常犬の740
 mUと比較すると50%であった。また,血糖消失率は移植2週間後で1.8で膵全摘前2,8と比し
 やや低いが正常値内であった。
結語
 著者らが新しく開発したラ氏島細胞分離方法では,膵管内を逆行性にcollagenase溶液で灌流
 することにより外分泌組織を選択的に破壊し、ラ氏島細胞の回収率を向上させることができた.。
 膵全摘犬で門脈内又は脾内に自家移植を行なったが,門脈内移植5頭巾3頭,脾内移植8頭中7
 頭で術後,血糖を正常化することができた。従って著者らが新しく開発したラ氏島細胞分離方法
 は,従来の方法と違い,イヌ膵で非常に有効であった。イヌ膵と同様に外分泌の発達したヒト膵
 にも応用することが可能と思われ,さらに検討を加えれば臨床例に応用可能な方法と考えられた。
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 審査結果の要旨
 糖尿病あるいは各種膵疾患時の耐糖能障害に対し膵移植によって治療する試みは,今世紀初頭
 から検討されているが,大別すると,血管吻合による臓器移植と血管吻合を必要としないラ氏島
 移植に分けることができよう。最近,分離ラ氏島を糖尿病ラットに同系移植し糖尿病状態が改善
 したとの報告以来,ラ氏島移植が興味ある問題として脚光を浴びるようになった。しかし,その
 後,多くの研究者の検討によれば,小動物ではう比島移植が糖尿病状態の改善に有効であること
 が確認されているが,大動物,臨床例では満足すべき結果は得られていないのが現状である。そ
 の主な理由の一つは,これまで用いられてきたラ氏島分離方法では,外分泌組織の発達した大動
 物やヒト膵では効果的でないためであり,単数のdonerより単数のrecipientの耐糖能を正常化
 できる十分量のラ氏島を採取することは困難であった。本研究は,従来のラ氏島分離方法と全く
 違ったユニークな分離法で,イヌにおいてその有効性を確認したものである。
 著者の分離法の要点は,膵管内にカニュレーションし,コラーゲナーゼ溶液で逆行性に灌流し,
 外分泌組織を選択的に破壊することにあり,精度の高いラ氏島の回収率を向上させることができ
 た。すなわち,分離前後の組織インスリン及びアミラーゼ含量を測定し,ラ氏島の回収率及び精
 度を求めることにより,またコラーゲナーゼ溶液潅流中の膵組織を検討することにより,生化学
 的及び組織学的にこの方法の優秀性を証明した。そして,膵全摘犬に自家移植を試み,膵全摘犬
 の耐糖能を正常化することに成功した。すなわち,脾内自家移植犬において,糖負荷後,脾臓よ
 り門脈へ分泌される総インスリン量を求め,移植したラ氏島が正常なインスリン分泌機能を保
 持していることを証明した。
 膵移植の臨床応用に於ける問題点の一つに拒絶反応があるが,臓器移植の場合,同種移植の際,
 組織抗原性の強い外分泌組織の同居により拒絶反応がおこりやすく,糖尿病患者への応用は悲観
 的である。最近,培養したラットのラ氏島を糖尿病マウスに異種移植し,拒絶反応を引き起こさず
 耐糖能を正常化することに成功した報告があるが,ラ氏島移植は精度の高いラ氏島が十分量採取
 することができれば,糖尿病治療に大いに期待できよう。従って,本研究は大動物におけるラ氏
 島分離法の問題の解決のための基礎的な研究で,従来の報告にない独創性のある研究である。よ
 って学位授与に値するものと認める。
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